


































果的な抗原賦活法を提案する。AD および AD マウスモデル脳組織切片において、ギ









ヒト脳組織においては 1.86 倍、AD マウスモデル脳組織においては 4.64 倍の A抗原










と切断酵素によって膜蛋白である APP（amyloid precursor protein; アミロイド前






































本研究で使用したヒトの脳標本は、AD患者脳（n = 21, 年齢 63-94歳）、非AD患
者脳（n = 58, 年齢 63-102歳）、並びに正常コントロールとして健常若年患者脳（n 
= 6, 年齢 21-38）である。ADの病理診断基準は、高齢者ブレインバンク由来の症例
については診断基準A11）、それ以外の症例については診断基準B12）に基づいた。各症
例の詳細については、表１にまとめた。 
トランスジェニック AD マウスモデルとして、２つの家族性 AD 関連変異（スウェ
ーデン型とロンドン型）を共に有するヒト APPSwe/Lonを過剰発現するトランスジェニ
ックマウスである APP-SL マウス（7-5 系統及び 7-9 系統）13)を用いた。各マウスの
年齢構成は以下の通りである。7-5 系統は、 6 ヶ月齢 (M) (n = 3), 8 M (n = 8), 9 M (n 
= 2), 10 M (n = 2), 11 M (n = 1), 12 M (n = 2), 13 M (n = 4), 15 M (n = 1), 16 M (n = 
3), 並びに 18 M (n = 1) 、7-9 系統は、3 M (n = 3), 6 M(n = 3), 9 M(n = 3), 12 M(n = 
2), 13 M(n = 3), 15 M(n = 1), 16 M(n = 2), 18 M(n = 2), 19 M(n = 1)、並びに 36 M(n 
= 1)である。 
脳組織切片は、ホルマリン固定パラフィン包埋切片を使用した。脳のホルマリン固
定時間は、ヒトにおいては 7-13 日間、マウスにおいては 3-4 日間であった。 
なお、本研究におけるヒト脳組織の使用に関しては、東北大学医学系研究科（平成










に設定、合計約 10 分間）及びオートクレーブ（105℃あるいは 121℃、10 分間）14,15)
を用いて加熱処理を行った。このときに用いた水溶液は、0.05%シトラコン酸無水物
水溶液（和光純薬工業）（pH3.0, pH7.4, pH10.0）16)、10mM EDTA 水溶液（pH3.0, 
pH6.0, pH10.0）、0.1M クエン酸ナトリウム水溶液（pH3.0, pH7.2, pH10.0）17)、pH
を調製した蒸留水（pH3.0, pH7.1, pH10.0）であった。また、プロテアーゼ分解処理
として、PK あるいはトリプシン処理法 (PK [和光純薬工業] 1.0 g/ml 及びトリプシ
ン[和光純薬工業] 100.0 g/ml 濃度に調製した 1.0mM CaCl2/ 50mM Tris pH7.6 溶液




6E10 (1:2,000-4,000、Senetek, MO)、4G8(1:20,000、Senetek)、A42 特異的抗体
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BC05（1:100000、武田薬品工業）、並びに A40 特異的抗体 BA27（1:5,000、武田薬
品工業）を用いた。Aオリゴマー特異的抗体として、A11 ポリクローナル抗体（1：







  高齢患者脳組織の A沈着量定量に用いた画像に関しては、C9600 NanoZoomer 
（浜松ホトニクス）を用いて、免疫組織化学を行った標本全体をスキャンした後、
NDP.view（浜松ホトニクス）を用いて分析箇所の顕微鏡写真を撮影した。その他の
顕微鏡写真については、Axiophot2 microscope (Carl Zeiss、ドイツ)から得られた画
像を Axio Vision version 4.6.3.0 (Carl Zeiss)を用いて撮影した。 
 
（５）A沈着量の測定
 A沈着量定量分析においては、多様な A沈着程度を有する高齢患者群の脳（n = 






これらの測定画像の範囲は、1,408 m × 1,874 m であった。マウス脳組織に関して
は、872 m × 1,100 m の大きさの画像を Panorama module of AxioVision version 
4.6.3 (Carl Zeiss)を用いて組み立て、海馬全体の画像を作製した。すべての画像は、
ImageJ version 1.43m (NIH, MD)を用いて、以下の手順により解析を行った。 
① 各未処理の画像は H & E DAB に設定して、colour deconvolution により３つの成
分の画像に分解した。  
② 分解された３つの画像のうち、DAB 成分の画像を選択して、以後の解析に用いた。 













 すべての統計解析は、SPSS statistics version 17.0 (SPSS, IL)を用いて行い、p < 








あるいは、ギ酸処理法を単独で適用して、数例の AD 患者及び数匹の APP-SL マウス

















増強した（図 1 の B-D と F-H）。ここまでの抗原賦活法適用実験において、大脳皮質
に A沈着を認めない症例の脳組織切片を用いての免疫組織化学を行った結果、い
ずれの方法においても、ほとんど免疫反応性は認められなかった（図の I-L。 
次に、この PAF 法の普遍的応用を担保するために、他の A抗体を用いてその抗原










(2)PAF 法を用いた A免疫組織化学による AD 脳の解析 
 PAF 法あるいは、ギ酸処理法による前処理を適用した AD 脳の連続切片に対して
A免疫組織化学を行い、病理学的に A沈着物を観察し、これら２つの抗原賦活法の
比較を行った（図）。PAF 法による前処理を行った切片の大脳皮質及び海馬において、
より大きな Aプラーク（直径 > ~15m）は、明らかな数の増加は認められなかった
が、免疫染色性が増強し、その輪郭は大きくなった。PAF 法による効果が顕著であっ
たのは、ギ酸処理法では検出できない無数の微小（直径 < ~15m）細顆粒状プラー
ク（以降「微小プラーク」と呼称）が検出されたことであった（図１の A と D、及び







が検出された。 これらの fleecy A 沈着物 10）は、軟膜下層付近から皮質深部にかけ
て分布していた（図 4 の G と H）。これらの A沈着物は、ギ酸処理法を行った場合





より多くの顆粒状 A沈着物が存在することが明らかになった（図 4 の I-L）。さらに、
PAF 法により大脳皮質軟膜下層に存在するリボン状浸潤物及び脳アミロイド血管症
の A免疫反応性も同様に増強された（図 6）。このように、PAF 法を用いることによ
り、様々な形態の A沈着物の検出感度を劇的に向上させることができた。 
 
(3)PAF 法による AD マウスモデル脳の免疫組織化学的解析 
私は、AD 脳と同様に AD モデルである APP-SL マウスの脳について研究を行った。
従来のギ酸処理法を用いた A免疫組織化学で検討した APP-SL マウスでは、9 ヶ月
齢で A沈着が主に海馬、大脳皮質に出現し始め、加齢に伴って増加する 13）。今回の
ギ酸処理法を適用した A 免疫組織化学実験においても、約 9 ヶ月以前の若い











れた（図の E と H、図 3 の E-H）。とりわけ、AD 脳の場合と同様の形態学的特徴
を持つ微小 Aプラークが認められた。これらの微小プラークは、相当量の A沈着量
を有する脳標本中で観察され、AD 脳と同様に主に A沈着量の増加と共に多く見られ
た（図 7）。A の沈着が最初に現れる 9 ヶ月齢の APP-SL マウスにおいて、ギ酸処
理法で評価した場合、A 沈着物は真偽の判別が容易でない事例が頻出したが、PAF
法を適用した場合、明瞭な A沈着物として可視化することができた（図 8）。このよ














比較を行った。高齢ヒト脳組織の紡錘状回に関して、PAF 法を適用した場合の A 沈
着物検出量は、ギ酸処理法を適用した場合の A 沈着物検出量と有意な相関関係が認
められた(図 9 の A, p = 9 × 10-69)。ギ酸処理法と比較した場合、PAF 法の抗原賦活効
果は有意に大きく、中央値で 1.86 倍の大きさであった(図 9 の C, p = 2 × 10-28)。 
また、APP-SL マウスの 7-9 系統において、海馬全体について定量的解析を行った
結果も同様に、PAF 法を適用した場合の A 沈着量はギ酸処理法を適用した場合の
A沈着量と有意な相関関係が認められた（図 9 の B、p = 0.003）。ギ酸処理法との
比較において、その抗原賦活効果は有意に大きく、中央値で 4.64 倍の効果が認めら
れた（図 9 の D, p = 0.01)。 
 
（５）PAF 法のアルツハイマー病に関連する他の因子に対する免疫組織化学への応用 
 PAF 法の他のアルツハイマー病関連抗原タンパク質への応用を考え、tau タンパク
質に対する免疫組織化学を検討した。tau に対する標準的な抗原賦活法である EDTA
水溶液を用いてのオートクレーブ加熱処理と PAF 法を AD 患者脳組織切片において
比較したところ、PAF 法を用いた場合には神経網に存在する tau である糸屑状構造物
の染色強度向上が認められたが、神経細胞内で過リン酸化し、高度に凝集して存在す
る tau である神経原線維変化及び neuritic plaque 中に存在する tau の染色強度低下
が認められた（図 10）。 








 A免疫組織化学において、ギ酸処理法と組み合わせるプロテーゼ処理として PK が
最適かどうかを検証するためにトリプシンとの比較を行った。アルツハイマー病患者
脳組織切片を用いて実験を行った結果、100g/ml トリプシンの方が 1.0g/ml PK よ
りも免疫染色性が高いことから、より抗原賦活効果が高いことが明らかとなった（図
12 の A-C）。 
次に、A免疫組織化学前に適用されるギ酸処理法と組み合わせる加熱処理において、
最適な温度、pH、水溶液の組み合わせの探索を行った。0.05%シトラコン酸無水物水
溶液（pH3.0, pH7.4, pH10.0）16)、10mM EDTA 水溶液（pH3.0, pH6.0, pH10.0）、
0.1M クエン酸ナトリウム水溶液（pH3.0, pH7.2, pH10.0）17)、pH を調製した蒸留水
（pH3.0, pH7.1, pH10.0）の各 3 種類の pH の水溶液を用いて、90℃の電子レンジ加
熱処理、105℃及び 121℃のオートクレーブ加熱処理を試行した。得られた免疫染色
強度、非特異的な染色性の有無、組織の損傷程度を比較した結果、0.05%シトラコン































15, 23, 24)。 
これら二種の抗原賦活法の仕組みを統合すると、A の抗原賦活効果を向上させる













これまでの他の研究と今回の私の結果を勘案すると、PK 分解処理と EDTA オート
クレーブ加熱処理では、A 免疫反応性上昇効果への増強の仕組みが明らかに異なっ
























PAF 法適用により検出される A 沈着量は恒常的かつ有意にギ酸処理法適用により





この強力な PAF 法はこれまでで最高レベルの A 抗原賦活効果を有している可能
性があり、従来のギ酸処理法では検出が困難であった多量の老人斑や様々な形態の
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Ⅹ 図 
（１）図 1：ギ酸処理法を応用した A 抗原賦活効果の増強。 
各抗原賦活法適用後、抗A4702抗体を用いて免疫組織化学を行った。略語はAD(ア
ルツハイマー病患者の脳組織）、APP-SL(APP-SL マウスの脳組織)、FA(ギ酸処理法：
A、E、並びに I)、PK/FA(PK 分解処理後にギ酸処理法：B、F、並びに J)、AC/FA(オ
ートクレーブ処理後にギ酸処理法：C、G、並びに K)、PK/AC/FA(PAF)(PK 分解処
理、オートクレーブ処理、ギ酸処理法の順序で適用：D、H、並びに L)をそれぞれ示
す。A-D は 74 歳男性 AD 患者（症例 11）、E-H は 12 ヶ月齢 APP-SL マウス、I 及び
L は 35 歳男性の陰性コントロール（症例 82）、J 及び K は 71 歳男性の陰性コントロ
ール（症例 74）のそれぞれ脳組織連続切片である。撮影箇所は、側頭葉（A-D）、海














（３）図 3：A免疫組織化学における PAF 法の普遍的適用性。 
 6E10 と 4G8 は A 免疫組織化学において用いたモノクローナル A抗体名を表す。
適用した抗原賦活法は、ギ酸処理法単独（FA）及び PK 分解処理、オートクレーブ
加熱処理、ギ酸処理法の３つをこの順序で併用した PAF 法（PAF）である。A-D は
図 1 の A-D と同一 AD 患者の脳組織（74 歳、男性、症例 11）であり、A と B 及び C
と D がそれぞれ同一標本連続切片である。E-H は APP-SL マウスの脳標本である。
E と F（16 ヶ月齢）及び G と H（15 ヶ月齢）はそれぞれ同一標本連続切片である。
撮影箇所は帯状回（A と B）、前頭皮質（C と D）、並びに海馬（E-H）である。スケ




（４）図 4：PAF 法により抗原賦活効果を増強させた AD 脳組織の A病理形態。 
PAF 法を適用した結果容易に検出可能となった微小 Aプラーク（A-D）、fleecy A
沈着物（）、白質の A沈着物（I-L）を示した。A-D は 72 歳女性（症例 15）、E-H
は 74 歳男性（図 1 と図 2 の AD 症例と同一、症例 11）、I-L は 78 歳女性（症例９）
のそれぞれ AD 患者の脳組織標本連続切片である。各症例の連続切片は、ギ酸処理法
単独（FA：A, B, E, F, I, 並びに J）もしくは PAF 法(PAF：C, D, G, H, K, 並びに L)
適用後 4702 抗体を用いて A免疫組織化学を行った。撮影箇所は、前頭皮質（A-D)、
嗅内皮質（E-H）、並びに前頭白質（I-L）である。B, D, F, H, J、並びに L は、A, C, E, G, I、
並びに K の長方形で囲った部位をそれぞれ拡大した顕微鏡像である。スケールバーは、
200m (A, C, I,並びに K)、 50 m (B, D, F,並びに H)、100m (E及び G)、 20 m (J
及び L)に相当する。 
 
（５）図 5：高齢者ヒト脳組織において微小プラーク量は A沈着量と共に増加する。 
 各高齢者症例の脳組織連続切片をギ酸処理法単独（FA）あるいは PAF 法(PAF)適
用後、4702 抗体を使用して免疫組織化学を行った。各症例は非 AD75 歳男性（症例
70、A と E）、非 AD91 歳女性（症例 36、B と F）、非 AD89 歳女性（症例 38，C と
G）、非 AD83 歳男性（症例 55，D と H）である。撮影箇所はいずれも紡錘状回であ




（６）図 6：PAF 法により免疫反応性が向上した A沈着構造物。 
 83 歳男性（症例 55、A と B）及び 70 歳女性アルツハイマー病患者（C と D；図 2
の A-C 及び図 5 の A と B、と同じ症例 16）の脳組織切片をギ酸処理法単独（FA）あ
るいは PAF 法(PAF)を適用後、4702 抗体を使用して Aに対する免疫組織化学を行っ
た。撮影箇所は、いずれも側頭葉である。PAF 法により免疫反応性が向上した脳アミ
ロイド血管症（A と B）及びリボン状浸潤物（C と D）をそれぞれ矢印で示した。ス
ケールバーは、100m（A と B）及び 50m（C と D）に相当する。 
 
（７）図 7：AD マウスモデル脳組織において微小プラーク量は A沈着量と共に増加
する。 
 各個体の脳組織連続切片をギ酸処理法単独（FA）あるいは PAF 法(PAF)適用後、
4702 抗体を使用して免疫組織化学を行った。各個体は 14.8 ヶ月齢（A と E）、17.9
ヶ月齢（B と F）、17.9 ヶ月齢（C と G）、35.7 ヶ月齢（D と H）である。撮影箇所
はいずれも海馬である。一部、微小プラーク存在箇所を矢頭で示した。スケールバー
は 800m（A-C と E-G）及び 1.00mm(D と H)に相当する。 
  
（８）図 8：PAF 法は A沈着開始の早期判別に有用である。 
 最も早期にA沈着物が検出されるヶ月齢APP-SLマウス脳組織連続切片をギ酸処




を矢頭で示した。 撮影箇所は、梨状葉皮質（と）及び海馬（C と D）である。
スケールバーは、100m に相当する（A-D）。 

（9）図 9：PAF 法の A抗原賦活効果はギ酸処理法のそれを超越する。 
 (A と B) ギ酸処理法あるいは PAF 法を適応した A免疫組織染色を行った各高齢ヒ
ト症例の紡錘状回（A）と各 APP-SL マウスの海馬（B）における A沈着量(%)を定
量した。各ヒト症例あるいは各マウス個体について、ギ酸処理法による A沈着量(%)
に対する PAF 法による A沈着量(%)をプロットした。高齢者脳（スピアマンの順位
相関係数は rs = 0.92; p = 9 × 10
-69）及びマウスモデル脳（rs = 0.80; p = 0.003）共に、
これら２つの抗原賦活法使用により検出されたそれぞれの A沈着量間に有意な相関
関係が認められた。(C と D) 高齢ヒト脳組織及びマウスモデル脳において、PAF 法
の A抗原賦活効果はギ酸処理法よりも有意に大きい。高齢ヒト脳組織について、PAF
法を適用して検出された A沈着面積は、ギ酸処理法を適用（破線レベル：1.00）し
た場合と比較して、25 パーセンタイルにおいて 1.59 倍、50 パーセンタイルにおいて
1.86 倍、75 パーセンタイルにおいて 2.31 倍であった（C）。マウスモデル脳につい
ては、25 パーセンタイルにおいて 3.78 倍、50 パーセンタイルにおいて 4.64 倍、75
パーセンタイルにおいて 12.32 倍であった（D）。データは箱ひげ図で示した。外れ
値である 10 箇所 (C, ≥ 3.39) と 1 個体 (D, = 92.79)についてはプロットを省略した。
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**p = 2 × 10-28, *p = 0.01（ウィルコクソン符号順位検定）。n = 162 (A と C；54 症例
から各 3 箇所)、n = 11(B と D)。   
 
（10）図 10：PAF 法の tau 免疫組織化学への適用により得られた神経網特異的な抗
原賦活増強効果。 
（A-D）74 歳男性 AD 患者（症例 11）の側頭葉について、抗 tau 抗体である Tau5
を用いて免疫組織化学を行った。A は EDTA 溶液を用いてのオートクレーブ加熱処
理（AC）、B は PAF 法（PAF）を適用した後、免疫組織化学を行った連続切片の同
一箇所である。neuritic plaque 中に存在する tau を矢印（A と B）、神経原線維変化
を矢頭（C と D）で示した。神経網で広範囲に見られる染色は、糸屑状構造物である。
C と D は、それぞれ同一箇所で A と B の四角で囲った範囲の拡大像である。スケー
ルバーは、A と B が 200m、C と D が 50m に相当する。 
 
(11) 図 11：PAF 法の Aオリゴマー特異的免疫組織化学への適用により得られた神
経細胞内の免疫染色性。
A と B74 歳 AD 患者（症例 11）の側頭葉について、Aオリゴマー特異的抗体で








酸処理法適用前に、の PK 処理法（PK/FA）、C の Trypsin 処理（Trypsin/FA）、D
の蒸留水加熱処理（DW/FA）、E のシトラコン酸無水物水溶液加熱処理（CA/FA）、F
の EDTA 水溶液加熱処理（EDTA/FA）、G のクエン酸ナトリウム水溶液加熱処理
（SC/FA）を行った場合の抗原賦活効果を比較した。脳組織連続切片は 70 歳女性の
AD 患者（症例 16）の側頭葉を用いた。スケールバーは、200m に相当する。
 
XI 表 
（１）表 1：実験に用いた症例の詳細 
 便宜上設定した症例番号、AD、非 AD、並びに健常若年患者の分類、死亡時年齢、
性別、死後時間、大脳皮質における Aプラークの有無、主な神経病理学的診断結果
（特に診断の記載がない症例に関しては、主な死因を記載）、アルツハイマー病の罹
病期間、AD の診断基準、プラークの定量的分析を行った（○）か否かの各項目に
ついて表としてまとめた。ただし、一部の項目については不明な症例も存在した。
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